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Vivemos hoje na iminéncia de um dos invernos mais
desafiantes para os sistemas de saude mundiais. A atual
pandemia da COVID-19 veio precipitar a necessidade de
desenhar estratégias rapidas e eficazes no diagnédstico de
infegdes respiratdrias. De acordo com a Organizagao Mun-
dial da Saude (OMS), o Coronavirus da sindrome respira-
téria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), a 3 de outubro de 2020,
era ja responsavel por 34 495 176 contagios e 1 025 729
vitimas mortais. Antes deste, ja as infe¢des viricas do trato
respiratorio eram anualmente responsaveis por morbimor-
talidade significativa em todo o mundo.’

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA, que apresenta a
estrutura tipica dos betacoronavirus, com um genoma que
inclui duas regides nao traduzidas (5’ e 3’), uma regido con-
servada (ORF1ab) e quatro genes S, E, M e N, que codi-
ficam as proteinas estruturais spike, envelope, membrane
e nucleocapsid, respetivamente. Apés divulgada a sequen-
ciacdo do virus, foram desenvolvidos primers dirigidos a es-
tas regides, passando a ser possivel a amplificacao de aci-
dos nucleicos (AAN), para detetar RNA viral em amostras
clinicas. A RT-PCR (real-time reverse transcription polyme-
rase chain reaction) é hoje a metodologia de eleigdo, dada
a sua simplicidade, procedimentos estandardizados e am-
pla validagdo.? Os critérios moleculares de positividade sdo
no entanto heterogéneos, com os ensaios desenvolvidos
e comercializados a amplificar em simultaneo diferentes
genes/regides do genoma viral.>® Esta heterogeneidade, a
que se junta a auséncia de um reconhecido gold standard
comparativo para o diagndstico da COVID-19, tornam di-
ficil a avaliagdo da precisdo destes testes.* Neste ambito,
destacamos um estudo prospetivo que acompanhou 4950
contactos préximos de casos positivos na China, definindo
uma sensibilidade de 71,9% e uma especificidade de 100%
para um primeiro teste, bem como uma revisao sistematica
que incluiu 957 doentes e reportou até 29% de falsos-ne-
gativos num primeiro teste, o que traduz uma sensibilidade
minima de 71%.35 Um resultado falso-negativo pode ser
condicionado pelo tipo de amostra colhida, pela qualidade
da colheita, pela carga viral na amostra, pela adequacgao do

armazenamento e transporte, bem como pelas condigdes
de testagem laboratorial.

Em Portugal, a RT-PCR comecou por ser realizada em
centros de referéncia, passando rapidamente a estar dis-
ponivel numa maioria dos laboratdrios hospitalares. Esta
metodologia requer o processamento da amostra, com ex-
tracdo do RNA, e a subsequente amplificacdo do material
genético, podendo levar até 3-4 horas a disponibilizar um
resultado. Como noutras infegbes por virus respiratérios,
onde o diagnostico molecular é relevante, rapidamente
foram desenvolvidos “testes rapidos” de RT-PCR, como é
exemplo o Xpert® Xpress SARS-CoV-2 (Cepheid®).' Con-
sideradas metodologias point-of-care (POC), o processa-
mento é simples, com resultados disponibilizados em cerca
de 45 minutos." As vantagens em contexto hospitalar sdo
inUmeras, permitindo o célere despiste de casos suspei-
tos, bem como o isolamento de contacto precoce de casos
positivos, agilizando medidas de controlo de infegdo. No
entanto, a interpretagcdo de um resultado depende nao so
das caracteristicas do teste, mas também da probabilidade
pré-teste da doenga.* Com elevadas especificidades, mas
assumindo sensibilidades minimas de = 70% nos testes de
Biologia Molecular, um resultado positivo é certamente (util,
mas um resultado negativo devera ser cuidadosamente
interpretado. Dada a probabilidade de um resultado falso-
-negativo, é licito manter precaugdes de contacto, ou pon-
derar a retestagem, em casos de elevada suspeita clinica
ou epidemioldgica.*

Para o diagnostico da COVID-19, os testes de AAN
utilizam habitualmente amostras obtidas do trato respirato-
rio, colhidas com recurso a zaragatoas nasofaringeas.* As
amostras de saliva tém vindo a ser apontadas como uma
alternativa promissora, com um método de colheita simples
e menos invasivo. No entanto, as discrepancias encontra-
das em estudos comparativos, pdem em evidéncia a ne-
cessidade de realizar estudos mais robustos, que permitam
retirar conclusdes firmes, estando de momento multiplos
ensaios clinicos em curso.®
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Na gestdo da pandemia, os ensaios seroldgicos surgi-
ram como metodologias complementares, com potencial
de detetar contactos prévios com o virus, mas também
de serem integradas num rastreio rapido e em larga esca-
la de individuos suspeitos, ou com infe¢des subclinicas.’
Sao ja comercializados diferentes ensaios que avaliam a
seroconversao na COVID-19, sendo as principais metodo-
logias disponiveis em autoanalisadores a imunoabsorgéo
enzimatica (ELISA), os imunoensaios por quimiolumines-
céncia (CLIA) e os ensaios de fluorescéncia enzimaticos
(ELFA). Capazes de avaliar um grande volume de amos-
tras em simultaneo, disponibilizam resultados em 20 a 30
minutos, variando a imunoglobulina (Ig) doseada (IgM, IgG,
IgA, combinagao IgM/IgG).” Tém também a vantagem de
ultrapassar algumas limitagdes pré-analiticas das técni-
cas moleculares, onde a qualidade da amostra depende
da quantidade de genoma viral recolhido. Em fungdo do
momento fisioldgico, pode assim perder-se a janela de
replicagcdo do virus.”® A utilizacdo de testes seroldgicos é
por isso proposta, quer em combinagdo com o diagnéstico
molecular, com potencial de aumentar a taxa de detecao
da doencga, quer para testagens suplementares em casos
suspeitos com AAN negativa. Sera importante ressalvar
que alguns doentes, em fungdo de comorbilidades ou inter-
vengOes terapéuticas, poderdo ndo desenvolver resposta
humoral.® Num estudo onde é avaliado o desempenho de
quatro ensaios serolégicos automatizados na detegdo de
anticorpos anti-SARS-CoV-2, em 111 doentes com RT-PCR
positiva, foram reportadas sensibilidades entre os 64,9% e
0s 82,9%, bem como especificidades entre os 95,8% e os
100%, dependendo do ensaio e das imunoglobulinas de-
tetadas.” Outro trabalho documentou um aumento da sen-
sibilidade diagndstica quando a PCR se acrescentou um
doseamento de IgM por ELISA. O doseamento desta Ig,
cujos niveis aumentaram globalmente até ao 14° dia apds o
inicio dos sintomas, foi assim proposto como adjuvante ao
diagnostico molecular, aumentando a taxa de detegéo da
doenca.? No entanto, dadas as contradigdes encontradas
na literatura relativamente aos perfis de seroconverséo na
COVID-19, ensaios combinados IgM/IgG poderao cumprir
melhor essa finalidade.”

Atualmente, os hospitais portugueses tém montadas
estratégias diagndsticas para identificar individuos com
infecdo por SARS-CoV-2 com alguma rapidez e precisao.
Contudo, o inverno ira trazer a inevitavel necessidade de
realizar diagnosticos diferenciais com outros agentes de
infecdo respiratoria, com destaque para o virus influen-
za." Para além disso, existe a possibilidade de coinfegao
na COVID-19, apontada pelos estudos como associada
a doencga mais severa e a uma maior mortalidade.® Neste
contexto, estdo disponiveis testes POC multiplex automati-
zados, capazes de detetar simultaneamente varios agentes
de infegdo numa mesma amostra, incluindo virus e bacté-
rias.' Brevemente, estardo também disponiveis no mercado
novos ensaios POC moleculares, para identificagdo simul-
tanea dos virus influenza A, B e SARS-CoV-2.

De entre os testes POC, os imunocromatograficos para
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a detegdo de antigénios tém ganho um recente protago-
nismo. No entanto, esta tipologia de testes apresenta dife-
rentes limitagdes, que condicionam sensibilidades a variar
entre os 53% e os 100%, impossibilitando também testa-
gens multiplex.! Para além disso, a sua janela de utilizagdo
podera ser muito limitada, pois os virus respiratérios sdo
melhor detetados apds o inicio dos sintomas, com maior
shedding viral nas primeiras 48-72 horas em adultos.' Im-
porta relevar que ao abandonarem o contexto laboratorial,
os testes POC ndo estdo sujeitos aos mesmos requisitos
de qualidade impostos pela certificagdo em laboratérios cli-
nicos. Por outro lado, os fabricantes ndo estao obrigados a
monitorizar e/ou melhorar o desempenho dos seus testes
diagnosticos, que pode piorar ao longo do tempo, devido a
divergéncias antigénicas ou genotipicas em virus estabele-
cidos. E por isso importante que laboratérios de referéncia
avaliem continuamente o desempenho dos testes POC,
notificando fabricantes e entidades decisoras, quando de-
tetado um declinio da sua performance.’

Estaremos preparados para o préximo inverno? E ne-
cessario que os hospitais, a luz dos seus recursos, defi-
nam estratégias para uma marcha diagndstica eficaz, que
acautele diagnosticos diferenciais, bem como a possibili-
dade de coinfegbes. Havendo um aumento exponencial
do numero de casos, a utilidade dos testes POC molecu-
lares sera limitada pela incapacidade de se poder testar
um elevado numero de amostras em simultaneo. Assim,
sera inevitavel continuar a recorrer a AAN convencional
como principal método diagndstico, o que levara inevita-
velmente a tempos de resposta superiores. Neste ce-
nario, importa referir que a maioria dos hospitais que
tem implementadas metodologias diagndsticas para a
COVID-19, encontra-se sobrecarregada com a testagem
de amostras provenientes da comunidade, nomeadamente
rastreios de contacto. Com o escalar da pandemia, sera
fundamental alocar estes testes a entidades terceiras, li-
bertando os laboratérios hospitalares para a testagem de
doentes a precisar de cuidados imediatos. No contexto da
comunidade, os testes POC imunocromatograficos sao
uma alternativa promissora, passiveis de ser utilizados “no
terreno”, nao s6 em surtos institucionais, como em avalia-
¢des regulares em lares, unidades de cuidados continua-
dos, centros de dia e escolas. Estes testes, dada a facili-
dade de acesso e o0 menor custo econémico, com prejuizo
de sensibilidades e especificidades 6timas, adquirem um
papel complementar e ndo substitutivo.™

Uma correta aplicagdo dos recursos de testagem é um
dos pilares fundamentais para uma quasi-normalidade em
tempos de COVID-19. Pela pressao da inovagao, tera de
ser revisitada regularmente nos meses vindouros.
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